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HLA CELIAC PLUS

Pouziti:

GENVINSET HLA CEELIC PLUS je souprava pro detekci alel DQB1*02;
DOB1*03:02; DQA1*05:01 a DOA1*03:01 HLA systému a nasledného
stanoveni DQZ2 a DA8 antigenl asociovanych s onemocnénim celiakif.
Pro HLA-DQB1*02 je moZné stanovit status vzorku jako homozygotni
nebo heterozygotni. Analyza je zaloZena na metodé PCR za pouZiti
technologie préb TagMan ©.

o OSBDR str.d 229
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HLACELIACPLUS - Souhrn a vysvétleni

BLACKHILLS DIAGNOS'

Onemocnéni celiakie je malabsorpéni onemocnéni zplsobené kombinaci
genetickych faktor( a Zivotniho stylu. Faktorem Zivotniho stylu, ktery
napomaha vyvoji onemocnéni je gluten a pfibuzné proteiny v obilovinach
jako je pSenice, jeCmen, Zito, které zplisobuji chronické zanétlivé procesy
v membrané stfeva se symptomy jako prlijem, steatorea a vahovy Gbytek
(1, 2].

Je jednim z nejCasté;Sich onemocnéni v kavkazské populaci s prevalenci
1:100 v Evropé a 1:500 v severni Americe [3].

Sklony k precitlivélosti na gluten jsou z&éasti geneticky podminéné. Silna
predispozice je svazana s alelami HLA-DQ, kédujicimi a a B fetézce dvou
molekul hlavniho histokompatibilitniho systému (MHC) t¥idy Il [2-4].

Ve vétSiné studovanych populaci je 90-95% pacienti nosicem
heterodimeru HLA-DQ2 kédovanym alelami DQA1*05 a DAQB1*02

v pozici cis (b8ZngjSi ve stfedni a severni Evropé nebo trans (b&Zngjsi ve
stfedozemni populaci). Riziko projevii onemocnéni je 50krat vySsi

u jedincl s heterodimerem DQA1*05:01-DAB1*02:01 oproti béZné
populaci, nicméné pritomnost dimeru je$té nepotvrzuje onemocnént,
nebot se objevuje i u ¢asti obecné zdravé populace ) [5, 9, 11-13].

Zbyvaijici pacienti (5-10%) jsou obvykle nosici druhého heterodimeru
HLADQS (nejb&ZnéjSiho u domorodych Jihoameri¢anil), kddované alelami
DQA1*03:01 a DAB1*03:02 nebo jsou nosici pouze jedné z dalSich alel,
které koduji HLADQZ (DQA1*05 nebo DOB1*02) [5, 9, 11-13].

Nasledujici tabulka ukazuje HLA haplotypy, které tvori antigeny HLA-
DQ2 a HLA-DQ8. (DAB1 a DQA1 kédujici a a f fetézce antigenu a
asociované DRB1 alely).

HLA-DO 5 . l Genotype Freguency in
eralogical equivalent o e
S Haplotype 1 Haplotype 2 LR
Dog1* [0AT* DRB1* nagr* DOAT* ORB1*
D025 cis heterozygous @ 02:01 05:01 03 - - -
DQL.5 cis homozygous | 02:01 05:01 03 0Z:01 0a:0 03 Mare than
L . , : ; 90% of celiac
Daz DQZ5 cis + DOZ-2 02:0m 05:01 03 0202 020 i patients
DQZ5 trans 03:01 05:05 1 0z:02 020 07
DOX.5 03:01 05:05 1
Doiz 02:02 0Z:01 o7
Dos Dos 03:02 0301 (04] - - - 2-10% of patients

Tabulka 1: ZaloZen& na odkazech 3 a 4.
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HLA CELIAC PLUS

Obr. 1 shrnuje riizné HQ heterodimery s alelami, které vykazuji
predispozici k onemocnéni celiakii.

D02.5 D02.x
beta-chain beta-chain alpha-chain beta-chain
00B1*02 D0B1*03:02 DOAT*03 00B1*02

DOX.x (norisk)

)
YAY;

Obrazek 1 CD (onemocnéni celiakie) a rizikové DQ heterodimery
kddované riznymi kombinacemi DQA1 a DQB1 alel.

Prevalence onemocnéni byla podhodnocena. Casné diagnostika je
dileZita pro nasazeni bezlepkové diety. Bez I1éCby je moZné, Ze prejde do
dalSich autoimunitnich projevi jako jsou diabetes 1. typu nebo
revmatickd artritida.

ol OOBDR str.D 229
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HLA CELIAC PLUS

Princip metody

Detekéni metodou, na které je Genvinset® zaloZen, je technologie tf
Real-Time PCR amplifikaci monitorované pomoci TagMan” prob.

Genvinset® HLA Celiac Plus kit obsahuje ¢tyfi PCR reakce se specifickymi
primery pro alely DOB1*02, DOB1*03:02, DOA1*05 a DQA1*03 (¥)

Detekce alel které jsou predispoziénimi faktory onemocnéni celiakie
umoZiuji také uréeni haplotypu.

Soucasné metoda amplifikuje a detekuje kontrolni gen (R-globin)
v reakcich 2, 3 a 4 ( neni nutné v reakci 1) pro verifikaci vysledkd testu.

(*) Vi omezeni metody (strana 22)
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HLA CELIAC PLUS

Obsah soupravy

Referencni ¢islo DQP-48 (48 test)

GVS DQP-PM1: 2 lahvicky x 110 pl -~ Primer Mix (PM1)
GVS DQP-PM2: 2 lahvicky x 110 pl -~ Primer Mix (PM2)
GVS DQP-PM31: 2 lahvicky x 110yl Primer Mix (PM3)
GVS DQP-PM41: 2 lahvicky x 110 pyl -~ Primer Mix (PM4)
GVS DQP-MM1: 2 Iahvigky x 156 pl  Master Mix (MM1)
GVS DAQP-MM2: 2 lahvicky x 156 pl -~ Master Mix (MM?2)
GVS DQP-MM3: 2 Iahvicky x 156 pI - Master Mix (MM3)
GVS DQP-MM4: 2 Iahvicky x 156 pl - Master Mix (MM4)
GVS-DQP-C: 1 lahvicka x 20 yl  Pozitivni kontrola (C+)
GVS-RB: 1 lahvicka x 100 pyl  Reakéni blank (RB)

Referencni ¢islo DQP-24 (24 testd)

GVS DQP-PM1: 1 lahvicka x 110 pyl - Primer Mix (PM1)
GVS DQP-PM2: 1 lahvicka x 110 pyl - Primer Mix (PM2)
GVS DQP-PM31: 1 lahvitka x 110yl Primer Mix (PM3)
GVS DQP-PM41: 1 lahvitka x 110yl Primer Mix (PM4)
GVS DAP-MMT1: 1 lahvicka x 156 pl - Master Mix (MM1)
GVS DAP-MM2: 1 lahvicka x 156 pl - Master Mix (MM2)
GVS DQP-MM3: 1 lahvicka x 156 pl - Master Mix (MM3)
GVS DQP-MM4; 1 lahvicka x 156 pl - Master Mix (MM4)
GVS-DQP-C: 1 lahvicka x 20 yl  Pozitivni kontrola (C+)
GVS-RB: 1 lahvicka x 100 I Reakéni blank (RB)

Blackhills Diagnostic Resources, S.L.
Camino del Pildn 86, Casa 7 Lacal. 50011- Zaragaza -Spain
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HLA CELIAC PLUS

Skladovani soupravy

Pro spravné provedeni testu musi byt vSechny reagencie uchovavany pfi
teploté -18 az-30 °C. Pri této teploté jsou reagencie stabilni do data
expirace vyznacené na lahvicce. Neprovadgjte vice neZ 3 zmrazovaci /
rozmrazovaci cykly lahviéek Primer Mixu (GVS DQP) a Master Mixu (GVS
DAP-MM), nebot tim mlZe byt sniZena senzitivita a zménény vysledky

Z dlivodii fotosenzitivity reagencii, zabrarfite stalé expozici svétlu.

ol m Str.8 z 29
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HLA CELIAC PLUS

Material potrebny,
ktery neni soucasti soupravy

Obecné
e Rukavice
e Laboratorni plast

Spotfebnf materiél
e Filtracni Spicky
e 1,5ml autokladvované zkumavky
e RT-PCR reagencie specifické pro pfistroj
(napf. kdyZ pro Rotor Gene-Q Ize pouZit pouze 0,1 ml zkumavky)

Vybavenf{
e RT-PCR pfistroj s detekénimi kanaly FAM a HEX/VIC
Byly validovany nasledujici pfistroje:
= - StepOne™, Applied Biosystems™
- 7500 Real-Time PCR System, Applied Biosystems™
- LightCycler® 96 System, Roche
- LightCycler® 480, Roche
- CFX96 ™
e Vortex
e Pipety

wd QQ“ Str.9 z 29
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HLA CELIAC PLUS

Odbér vzorku a priprava

Pro testovani pouzivejte vzorek pIné krve v EDTA nebo citratu jako
antikoagulantu. Heparin miZe interferovat s PCR procesem a nemél by
byt pro tuto metodu pouZivan.

Metoda je kompatibilni se vSemi konvencnimi DNA extrakénimi systémy.

Pfed vydavanim vysledki pro diagnostické Gcely provedte validatni test
vasi extrakéni soupravou.

Pozor

V8echen biologicky material a vzorky
krve by mély byt pokladany za infekéni
material a jako s takovymi je tfeba

s nimi zachazet. P¥i manipulaci s nimi
dodrzujte zékladni (obecna) opatteni
KaZda manipulace by se méla provadét
v rukavicich s pfisluSnou ochranou.

wl DQ str.1 0 y4 29
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HLA CELIAC PLUS Pracovni postup
A) Pfiprava PCR

Upozorneni

e Pred zacatkem postupu rozmrazte
vSechny soucasti soupravy, promichejte a
centrifugujte.

e Pracujte na ledu nebo chladicim bloku.

e PCR by méla byt provadéna v Pre PCR
prostoru.

e PouZivejte pouze Spicky s filtrem a
autokldavované zkumavky 1,5 ml.

e Po celou dobu pouZivejte rukavice a
laboratorni plast.

e Doporucuje se v kazdém béhu zaclenit
kontrolu kontaminace ( Reagencni blank
(RB) a, pozitivni kontrolu (GVS-DQP-C+)
obé obsaZené v souprave.

1. Rozmrazte vzorky. Vortexujte (nebo jemné poklepejte prstem).

2. Pripravte nasledujici smési pro vSech Primer Mix0 (PM1, PM2, PM3
a PM4) s jejich odpovidajicimi Master Mixy (MM1, MM2, MM3 a

MM4 pro (n+1) vzorkd.
Master Mix 1,2, 3 or 4 b
Primer Mix 1,2, 3 or 4 4

3. Pipetujte 9 pl této smési do kazdé jamky a pridejte 1 pl DNA vzorku,
pozitivni kontroly nebo Reakéniho blanku do odpovidajici jamky.

wd 96“ str.1 1 z 29
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HLACELIAC PLUS 4. Uzavrete desticku nebo zkumavku a krétce centrifigujte, aby
kapalina byla na dné jamky.

5. Umistéte destitku do termocykleru a spustte nasledujici program.

B) Nastaveni termocykleru

1. Nastavte amplifikacni program:

Cycle Temperature Time Ramp :
Number (°C) (mm:ss) Analysis
Denaturalization 1 95 05:00 100 X
95 00:15 100 X
Cycles 40
04 1:00 100 Single
Cooling 1 15 00 100 X

2. Nastavte odeCitaci kandly

Emitovana fluorescence musi byt v kandlech FAM (495-520 nm) a
HEX (535-554 nm). Obé fluorescence by mély byt detekovany v kazdé
jamce (biplex reakce).

Blackhills Diagnostic Resources, S.L.
Camina del Pildn 86, Casa 7 Local. 50011- Zaragoza -Spain
www.blackhillsdiagnostic.com



G=nvinsS=T

HLA CELIAC PLUS VVS'E("(V

GENVINSET HLA CELIAC PLUS je kvalitativni metodou, ve které
identifikujeme pritomnost nebo nepfitomnost alel HLA DQB1*02,
DQB1*03:02, DQA1*05 a DQA1*03 .

Pritomnost kterékoliv z alel asociovanych s celiakii bude stanovena
uréenim pozitivity nebo negativity ¢tyr testovacich reakci. V pfipadé
DOB1*02 je pozitivita reakce prokazéna v kanalu FAM pokud je pfitomné
alespon jedna. Pozitivni reakce na kanalu HEX znaci pfitomnost alespon
jedné alely jiné neZ *02.

Pro testovani kazdého vzorku je potfeba nakonfigurovat desticku tak, aby
kazdému vzorku prisluSely ¢tyFi jamky pro kazdy typ reakce(1, 2, 3 a 4).
Nastevte 6 méficich kanall a jejich cilli podle nasledujici tabulky:

Target Name Reporter

b-globin HEX/ VIC
D0B1*02 FAM
No DOBT1*02 HEX/VIC
DOAT*0b FAM
00B1*03:02 FAM
D0AT*03 FAM

Neni tfeba volit pasivni referenci.

Pro kazdou vySe zminénou reakci je tfeba zobrazit dva kanaly.

V reakei 1, kdyZ se objevi amplifikatni kfivka pouze v FAM jedna se
0 homozygotni DAQB1*02 a m{Ze byt charakterizovana Cislem zvanym
crossing point (Cp) odpovidajicim cyklu, ve kterém byla poprvé
detekovana pozitivni fluorescence. Pokud se objevi pouze jedna
amplifikacni kfivka v HEX kanélu, vzorek je negativni pro DQB1*02.
V pripadé, Ze se objevi kfivka v obou kanalech FAM i HEX, obsahuje
vzorek DAB1*02 alelu alelu DAB1jinou nez DOB1*02, vzorek je
heterozygotni.

V reakei 2, vzorky s amplifikacni kfivkou v kanalu FAM obsahuji
DQA1*05. Obdobné v reakei 3 je v kanalu FAM pozitivni DQB1*03:02 a
v reakci 4 DQA1*03.

o OSBDR st.13 229
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HLA CELIAC PLUS B-globin slouZi jako kontrolni gen a tudiZ se musi objevit v reakcich 2,3,4
Vzorky generujici amplifikacni k¥ivky v kanélu HEX/VIC jsou pozitivni pro
interni kontrolu (B-globin) slouZi pro validaci vysledku. Je tfeba
respektovat pravidla v odstavci , Kontrola kvality” (strana 17)

Obrazky 2 aZ 6 ukazuji oéekavané vysledky pro riizné typy vzork

Reaction 1 Reaction 2

HLUOMESCEMLE
Fluorescence

Cycle Cycle

Reaction 3 Reaction 4

Fluorescence

Obréazek 2. DQ2.5 heterozygot +DQ8

FAM Channel ———ee—e=—— HEX Channel

o OSBDR str.14 229
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HLA CELIAC PLUS

Vysledky této metody mohou vypadat nasledovné:

Reaction 1 Reaction 2
i 7
/ 7
/ 7
/ 7
& / = Vd
g f g £
@ [} = 7
= 3 /
= = / Mg
/ -
| /
/ /.
N L L L L L L L L A
Cycle Cycle
Reaction 3 Reaction 4
8 g
1= —-'==— i =S
Cvele (vcle
Obrézek 3. DA2.5 homozygotni
Reaction 1 Reaction 2
3 8
Z 5
—L' == Tl —_———-‘_‘EC .
yele yele
Reaction 3 Reaction 4
i i
Vs Vi
7 7
= / = /
3 / 8 /
5 / S /
= I - /
g i
====/- 2
Cycle Cycle

Obrézek 4. DQ8 pozitivni
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HLA CELIAC PLUS

Reaction 1 Reaction 2
I/I‘-_
yd
/
/
= / =
= f/ =
g / P - g # e
o ! ,I o ‘I
I 7
/, 7
Y/ i}
Cycle Cycle
Reaction 3 Reaction 4
Cycle Cycle

Obrézek 5. DQ2.x heterozygotni

Reaction 1 Reaction 7
=#;=-—_—' ___.-—'——"———'_'._=—_"'
Cycle Cycle
Reaction 3 Reaction 4
— Q;IiP - EﬁclP

Obréazek 6. DQ2/DA8 negativni
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HLA CELIAC PLUS

Kontrola kvality

V dlsledku kvalitativni povahy testu neni tfeba provadét kalibraci.

Doporucuje se v kazdém béhu zaclenit kontrolu kontaminace, pouZitim
Reagentniho Blanku misto DNA v soupravé a také dodavanou (pozitivni
kontrolu (vzorek typu DQB1*02/03/02 a DQA1*03/02) obsaZenou

V souprave.

Aby bylo mozZno prohlasit vzorek validnim, je tfeba si uvédomit
nasledujici kritéria:

Kontrola kontaminace (reakéni blank) musi byt negativni pro
DQAB1*02 / DOB1*03:02 / DQA1*05 / DQA1*03 a pro [-globin.
Hodnoty Cp>35 by mély byt pokladany za negativni. Cp<35 svedti o
kontaminaci a vysledky by mély byt zlikvidovany.

Pozitivni kontrola vzorku (musi byt pozitivni jak pro DQB1*02 /
DQAB1*03:02 / DQA1*05 / DQA1*03 a pro B-globin.

Vzorky DNA by mély byt vidy pozitivni pro B--globin (Cp<35).

Vzorky, vykazujici vysledky Cp>35 pro [8-globin a pro DQB1*02 /
DAB1*03:02 / DQA1*05 / DQA1*03 a musi byt pokladany za
pochybné a mély by byt pfetestovany za provedeni nové extrakce
DNA.

Stanoveni je tfeba provadét podle doporuceni v soupravé stejné jako
dalSich kontrol kvality, které odpovidaji loké&Inim, nédrodnim specifikacim
certifikaCnich agentur.

BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES

Blackhills Diagnostic Resources, S.L.
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HLA CELIAC PLUS

Specificka operacni data

1.

BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES

Analytick4 specificita

Bylo prokazano, Ze navazani primerd a prob v pfevazné vétsing alel HLA
databaze (IMGT-HLA) nevykazuje nespecifické vazby. Nebyl hlaSen Zadny
pfipad cross-reakéniho fenoménu u genomické DNA.

Specificita analytickych reakci je uvedena v Odstavci , Detekované alely
GenVinSet® HLA CELIAC PLUS", strana 20-21.

Analytick4 senzitivita

Byla provedena diluéni stanoveni dvou vzorkd nékolika vzork(

s pozitivnimi i negativnimi typy DAB1*02/03:02 and DQA1*05/03
ziskanymi pomoci konvencnich izolacnich systému a byly ziskany
nasledujici vysledky pro analytickou senzitivitu:

¢ Reakce 1 — Detekce DAB1*02: Limit detekce = 0,8 ng/uL

¢ Reakce 2 — Detekce DQA1*05: Limit detekce = 0,8 ng/uL

¢ Reakce 3 — Detekce DOB1*03:02: Limit detekce = 2,5 ng/ul

e Reakce 4 — Detekce DQA1*03: Limit detekce = 0,25 ng/ul

Vzorek DNA ziskany konventnim extrakénim systémem:
Limit detekce = 2,5 ng/pl (¥)

(*) Cp <35
Diagnosticka senzitivita a specificita

V nékolika studiich lidské genomové DNA provadénych v externich
laboratofich bylo analyzovano 130, 101 a 89 a 153 vzork( dfive
typovanych HLA-DQB1 a DQAT1 lokusd metodami HLA-SSO nebo NGS.

V8echny vzorky bylo mozZno hodnotit (pozitivni kontrola - B-globin).
Celkem 14 vzorki bylo homozygotnich pro DAB1*02 alelu ; 56 bylo
heterozygotnich a 60 bylo negativnich pro tuto alelu.

Pro dalSi reakce (2, 3 a 4) pozitivni vysledky byly ziskany pro odpovidajici
alely v b1, 27 a 44 vzorcich.

str.1 8 z 29
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HLA CELIAC PLUS
Reaction 1
Samples Homocygous Heterocygous Negative
Homozygous. 14 0 0
Heterocygous. 0 ho 0
Negative. 0 0 60

Reaction 2 Reaction 3 Reaction 4

Samples

Pos.

Neg.

Doslo ke 100 % shodé vysledki ziskanych pomoci soupravy
Genvinset® HLA CELIAC PLUS s informacemi z typizaci metodami SSO a
NGS.

Blackhills Diagnostic Resources, 5.L.
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HLACELIACPLUS ~ Alely detekované GENVINSET ® HLA
CELIAC PLUS kit (IMGT-HLA 3.37.0)

Reaction 1 Reaction 2 Reaction 4
DaB1*02:01:01 DOAT*05:01:01:01 DOAT*03:01:03
DAaB1*02:02:01 D0OAT*05:01:01:02 DOAT*03:01:04
DOB1*02:02:04 D0OAT*05:01:01:03 DOA1*03:01:05
DOB1*02:530 DOAT*05:01:02 DOAT*03:02:01:01
DOB1*02:62 DOAT*05:02 DOA1*03:02:01:02
DQB1*02:79 DOAT*05:03:01:01 DOAT*03:03:01:01
DQB1*02:80 DOAT*05:03:01.02 D0A1*03:03:01:02
DOBT1*02:81 DOAT*05.04 DOA1*03:03:01:03
DQB1*02:62 DOAT*05:05:01:01 DOA1*03:03:01:04
DOB1*02:83 D0AT*05:05:01:02 DOA1*03:03:01:05
DOB1*02:84 D0AT*05:05:01:03 DOA1*03:03:01:06
DOB1*02:96N D0OAT*05:05:01:04 DOA1*03:03:01:07
D0A1*05:05:01:05 D0A1*03:03:02
D0OAT*05:05:01:06 D0A1*03:03:03
D0AT*05:05:01:07 DOAT*03:04
D0AT*05:05:01-08 DOAT*03:05
D0AT*05:05:01:09 DOAT*03:06
D0OAT*05:05:01:10 DOAT*03:07
DOAT*05:06:01:01 DOAT*03:08
DOAT*05:06:01.02 DOAT*03:09
e Detekované alely DOAT*05.07 DOAT*03-10

e Netestované alely.
Nedetekovatelné alely DOAT*05:08

o CWD alely znatiens twené a kurzivou DOAT*05:09
DOAT*05:10

DOAT*05:11
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HLA CELIAC PLUS

Alely detekované GENVINSET © HLA
CELIAC PLUS kit (IMGT-HLA 3.37.0)

e Detekované alely
e Netestované alely.

Reaction 3

DOB1*03:02-01

DOB1*03-02:02

DOB1*03:02-03

DOBT*03:02:04
DOBT*03-02-08
DOBT*03:02-06

DOB1*03.02:07

DOBT*03-02-08
DOBT*03:02:09

DOB1*03:02:10

DOB1*03:02:11
DOBT*03:02:12

DOB1*03:02:13
DOB1*03:02:14

DOB1*03:02:16
DOB1*03:02-16
DOB1*03:02:17
DOB1*03:02-18
DOB1*03:02:19

o CWD alely znacené tucné a kurziv DOB1*03-02-20

u OOBDR

Blackhills Diagnostic Resources, 5.L.
Camina del Pildn 86, Casa 7 Local. 50011- Zaragoza -Spain
www.blackhillsdiagnostic.com

DOB1*03:02:21

DOB1*03:02:27

DOB1*03:02:73
DOB1*03:02:24
DOB1*03:02:25
DOB1*03:02:26
DOBT*03-07

DOB1*03-08
DOB1*03:104
DOB1*03:107
DOB1*03-N
DOBT*03:110
DOB1*03:125
DOB1*03:144
DOB1*03:141
DOB1*03:174
DOB1*03:175
DOB1*03:178
DOB1*03:179
DOB1*03:18
DOB1*03:-184
DOB1*03:183
DOB1*03:189
DOB1*03:190
DOB1*03:199
DOB1*03:203
DOBT*03.20¢
DOB1*03:209
DOB1*03:210
DOB1*03:211
DOB1*03-213N
DOB1*03:214
DOB1*03:215
DOB1*03:220

DOB1*03:221
DOBT*03:773
DOB1*03-224
DOB1*03:275
DOB1*03-228
DOB1*03:779
D0B1*03:733
DOBT*03.Z37N
DOB1*03:240
DOB1*03:24b
DOB1*03:247
DOB1*03:251
DOB1*03:261
DOB1*03:263
DOB1*03:269N
DOB1*03:32
DOBT*03.37
DOB1*D3-45
DOBT*03:62
DOB1*03-63
DOB1*03:64
DOB1*03-66N
DOB1*03:67
DOB1*03-68
DOB1*03:70
DOBT*03-8t
DOB1*03-85
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Omezeni metody

BLACKHILLS DIAGNO:

Blackhills Diagnostic Resources, S.L.

STIC RESOURCES

Pfitomnost mutaci nebo polymorfism( na primeru / sondach v
annealing-mistech jsou moZnaé a mohou mit za nasledek
nedostatetnou definici alely. K vyfeSeni typizace by mohly byt
nezbytné alternativni technologie.

V8echn pfedepsané podminky PCR by mély byt prisné kontrolovany.
Jakékoliv odchylky od téchto parametrd mohou vést k pochybnym
vysledkdm.

Prace s GENVINSETem musi byt provadéna v souladu se spravnou
laboratorni praxi a lokaInimi nafizenimi, jako EFl standardy
(European Federation of Immunogenetics).

gRT-PCR termocykler musi byt kalibrovan v souladu s doporucenimi
vyrobce a mél by byt pouzivan podle ndvodu vyrobce.

Nekombinujte slozky z jinych souprav nebo SarZi.
NepouZivejte soupravu po datu expirace.

NepouZivejte soupravu, pokud mate podezreni na ztratu reaktivity,
kontaminaci, protrZeni kontejneru nebo dalSi pfipady, které mohou
ovlivnit kvalitu testu.

Z diivodu komplexnosti typizace HLA by méla kontrolovat data a
interpretaci kvalifikovana osoba.

ProSlé reagencie likvidujte podle aktudlnich nafizent.

str.22 z 29
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HLACELIACPLUS RESENi PROBLEMU

Problém
o Pravd&podobn4 pritina
e Doporucena opravna opatteni

Kontrola kontaminace -reakéni blank (RB) je pozitivni
e Kontaminace Primer Mixu/ Master Mixu/Reakéniho blanku
e (Opakujte experiment s novym alikvotem Primer Mixu/Master
Mixu/Reakéniho blanku.
e Manipulaci se soupravou provadgjte vidy v souladu se
spravnou laboratorni praxi, aby nedoSlo ke kontaminaci.
e Verifikujte podminky manipulace a skladovani.
e /likvidujte kontaminované reagencie.
e Pre PCR oblast je kontaminované
o (véfte, 7e vSechna nutna opatteni v laboratofi jsou
dodrZovana.
e (vérte mozné kontaminace v jinych PCR metodach.
o (vérte kvalitu pouZitého materialu (pipety, Spicky, zkumavky).
e (véfte, 7e neni kontaminovana Taq polymeraza.
= Chyba v pipetovani
o Vidy ovéfujte, Ze pfidany material odpovida pracovnimu listu.

Nizky nebo Zadny signél u v3ech vzorkd. Kontrolni vzorky jsou v pofadku.
e Spatn4 kvalita DNA vzork(
e (Opakujte DNA extrakei.
o Vzorky s nizkou koncentraci DNA
e (Qvérte koncentraci DNA.

PFili$ nizka intenzita fluorescence.
= Degradace soupravy (lahvitka Primer Mixu)
e (Qvérte spravné skladovani (Primer Mixu v temnu, pfi -18 az -
30°C).
e /abranite vice neZ 3 cykllim zmrazovani rozmrazovani
Primer Mixu.
e Je-li tfeba, pripravte si alikvoty.

wd DQ str.23 z 29
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HLA CELIAC PLUS e (Opakujte série s novymi reagenciemi.
= Degradace soupravy (lahvicka Master Mixu)
e (vérte spravné skladovani (Master Mixu pti -18 az -30°C).
e /abraiite vice nez 3 cykllim zmrazovani /rozmrazovani
Master Mixu .
Negativni kontrolni vzorek je pozitivni
e /kfiZena kontaminace
e S komponenty soupravy pracujte s nejvetsi moznou
opatrnosti zabranit kontaminaci.
¢ (Chyba pipetovanf
e Ujistéte se, Ze pridany vzorek odpovida protokolu.

Pozitivni kontrolni vzorek je negativnf
e (Chyba pipetovanf
e Ujistéte se, Ze pridany vzorek odpovida protokolu.

Mé&ni se intenzita fluorescence
¢ Vngj3i prach interferuje se signalem
e Manipulujte s kapilarami vidy v rukavicich.
¢ Kapalina neni na dné jamky nebo je tam vzduchové bubliny
e (Centrifugujte pro jistotu, Ze vzorek je na dné
jamky/zkumavky a nejsou tam vzduchové bubliny, jak je
v protokolu.
e (Chyba pipetovani
e (veérte, 7e v jamce/kapilare je spravny objem vzorku.

Nenf fluorescentnt signél

= \lybréan 3patny odetitaci kandl
o Nakonfigurujte spravny kandl.

= Chyba pipetovani nebo nepfitomnost reagencie
o (véfte pipetovani a konfiguraci reakce.
e (Opakujte PCR.

= Nebyl vybran odegitaci kanal v programu termocykleru
e (véfte, a modifikujte program termocykleru.
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BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES
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Poznamky odberateli

e Tento vyrobek byl vyvinut pro /n vitro diagnostiku

e \/yrobky firmy BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L. by
nemély byt pfeprodavany modifikovany nebo pouZivany pro
vyrobu komergnich produkt(l bez pisemného souhlasu
BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L.

e VSechny informace v tomto dokumentu mohou byt zménény
bez predchoziho upozornéni. BLACKHILLS DIAGNOSTIC
RESOURCES, S.L. neprebird zodpovédnost za mozné chyby
v tomto dokumentu. Pfedpoklada se, Ze dokument je
kompletni a presny v dobé publikace. V Zadném pfipadé neni
BLACKHILLS DIAGNOSTIC RESOURCES, S.L., zodpovédna za
nehody, mimofadné nebo nékolikanasobné Skody vzniklé
pouZitim tohoto dokumentu.

e Koupi tohoto produktu ziskavate pravo vyuZivat nékteré
patenty Roche za ucelem vyuZiti jako /n vitro diagnostiku. To
nezaruCuje Zadny genericky patent nebo dalSi patenty slouzici
k jinému Gcelu nez vySe specifikované.

e FAM ™ a HEX ™jsou obchodni znacky Life Technologies
Corporation.

e VIC ®je obchodni znacka Life Technologies Corporation.

e FAM ™ HEX ™a VIC ® mohou byt pokryty vice patenty
vlastnénymi Applied Biosystems, LLC. Koupé tohoto vyrobku
zahrnuje omezena neprenosna prava.

e TagMan @ je registrovana znatka Roche Molecular Systems,
Inc.

e GENVINSET je obchodni znacka BLACKHILLS DIAGNOSTIC
RESOURCES, S.L.
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HLA CELIAC PLUS Zmeny oproti verzi 01

Verze Popis modifikace

Rev. 02 Pridani pristroje CFX96 qPCR k listu
validovanych termo-cykler.
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HLA CELIAC PLUS Vysvétleni symbolii na nalepkach

IVD Pro /n vitro diagnostické pouZiti

Tento vyrobek spliuje pozadavky Evropskeé
c € Direktivy 98/79/EC pro in vitro diagnostické
zdravotnické prostredky

REF Katalogové Cislo

LOT Sarze

Datum expirace

Vlyrobce

Skladujte pfi/ omezeni teploty

W Obsah staci pro <n> testt
il

Adls
~e=

AN Chranite pred sluncem
a

Pozitivni kontrola
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